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© Giycoprotdme extratte de mollusques, notamment de 

Megathura crenulata, savoir rh^nriocyanine, qui prdsente les 
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oligosaccharidique. 

S^rum protecteur d regard des infections par S. man- 

sont, provenant d'un marnmif^re immunisd par t'h^mocy- 
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idique. 
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La presente invention est relative a un immunogene 
isole de dixfers mollusques et notamment d'un mollusque marin 
denomme Megathura ^crenulata et a son proc^d^ de preparation, 
ainsi qu'a son ufeilisation en tant que reactif de diagnostic 
5 des bilharzioses humaines, vaccin contre les schistosomiases 
et agent immunxsant, 

Des travaux anterieurs des Inventeurs ont montrl 
qu'un antigene de poids moleculaire 38 KD present a la surfa* 
C€ du schistosomuler est une glycoproteine qui constitue I'un 

10 des immunogenes majeurs des differents systemes d' infections 
experimentales [diSSOUS et CAPRON/ 1982 •^Protides of biologi- 
cal Fluids"; Peeters H. Ed., Elsevier, Amsterdam - New-York, 
p. 179-182] et qu'elle suscite chez 97% de sujets bresiliens 
infectes par S. mansoni la production d'anticorps specif iques 

15 [piSSOUS et Al., 1964, J. INFECT. DIS, U9, p. 227-2333* ^et 
antigene 38 KD est, d*autre part, reconnu par un anticorps 
monoclonal de rat protecteur IPL Smi d'isotype IgG2a ^ISSOUS 
et Al, J. IMMUNOL., 1982, J^i, p.2232-22343dGu^ d'une haute ac- 
tivite cytotoxique vis-a-vis du schistosomule en presence 

20 d'eosinophiles, reproduisant ainsi le mecanisme d'ADCC decrit 
precederoment par CAPRON et Al. [eur. J. IMMUNOL., 1978, 8, 
p. 127-133^ comme I'un des mecanismes essentiels de I'immuni- 
te a la schistosomiase experimentale du rat. Cet anticorps 
s'est d' autre part revele dote d'une intense activite protec- 

25 trice par transfert passif, etablissant chez le rat un niveau 
de protection comparable a celui confer! par 1* anticorps po- 
lyclonal ou par une premiere infection (grzych et Al. J. IM- 
MUNOL., 1982, 229, p. 2739-2743J. 

Comme les schistosomes ne se multiplient pas in vi- 

30 tro, le materiel parasitaire disponible est insuffisant pour 
realiser des preparations utilisables en tant qu ' immunogene. 

Cependant si I'on considere le nombre eleve de ma- 
lades atteints de schistosomiase - ou bilharziose - (au moins 
200 millions), il faudrait pouvoir disposer de sources anti- 

35 geniques dont 1' importance quantitative soit a la mesure de 
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!• immunoprophylaxie des infections par S. mansoni qu'il fau- 
drait pouvoir mettre en oeuvre. 

Des travaux* ef fectues par I'un des Inventeurs il y 
a environ 20 ans ^NNALES DE L'INSTITUT PASTEUR, A. CAPRON et 
5 Al. "Les Antigenes de Schistosoma mansoni" ^ Novembre 1965, 
Tome 109, p. 7 98-8103 ont demontr^ 1' existence de parentis 
antiglniques entre Schistosoma mansoni et son h6te interm^- 
diaire, le mollusque Biomphalaria glabrata. La dicouverte de 
ce phenomene de mimicrie mol^culaire a iti a I'origine de la 

10 demonstration du fait que 1 'existence de determinants antige- 
niques communs au parasite et a son bote interm^diaire est un 
phenomene general et d'une signification biologique essen- 
tielle dans la comprehension des relations hote-parasite 
[cAPRON et Al. PATH. BIOL. 1968, Vol. 16, N*3-4, p. 121-138]: 

15 il s'agit d'une immunoadaptation du parasite fondle sur 1 'in- 
duction de systemes prot^iniques antigeniquement identiques a 
ceux de I'hote et dont la mise en jeu aboutit a I'attenuation 
des disparit^s hote-parasite. Ces travaux ont ete confirmes 
recemment par DISSOUS et Al. qui ont dimontrl que 1 'epitope 

20 glycanique de la molecule protectrice 38 KD du schistosome 
est exprime chez son bote intermediaire Biomphalaria gla- 
brata. 

Ces travaux ont suggere aux Inventeurs que des mol- 
lusques, botes intermediaires de parasites, pourraient cons- 

25 tituer des sources abondantes de materiel antigenique propre 
a determiner une immunity protectrice a I'egard d' affections 
paras itaires et que ces sources pourraient etre const ituees 
de fapon specif ique par des Epitopes glycaniques isolls de 
ces botes intermediaires. 

30 II a ete montre que I'antigene de poids moleculaire 

38 KD present a la surface du schistosomule est une glyco- 
proteine qui represente I'un des immunogenes majeurs des dif- 
ferents systemes d' infections exper imentales (DISSOUS et 
CAPRON : document cite). 

35 La presente invention est basee sur le fait que cet 
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immunogene correspond a une glycoprot^ine de mollusque et no- 
tamment d'un mollusque roarin, Megathura crenulata, tres an- 
cien puisque I'on^trouve la trace de son existence et de son 
Evolution dans des gisements geologiques vieux de centaines 
5 de millions d'annees et que cette glycoproteine presente une 
activite immunisante protectrice. 

La presente invention a pour objet une glycoprotei- 
ne extraite de mollusques, savoir 1 'hemocyanine, qui est ca- 
racterisee en ce qu'elle presente les memes proprietes anti- 

10 geniques que I'antigene 38 KD isole de la surface du schisto- 
somule de S. mansoni. 

Des observations dont il sera rendu compte plus 
loin ont en effet permis de mettre en Evidence 1 'existence 
d'une coramunaute antigenique entre certaines structures pre- 

15 sentes a la surface du schistosomule et certains determinants 
const itut if s de la molecule d'hemocyanine* La communaute an- 
tigenique entre la glycoproteine 38 KD et 1 'h^mocyanine de 
mollusques tels que Megathura crenulata notamment, a, d' autre 
part, Ite confirmee par 1 'analyse de fractions purifiees 

20 d'hemocyanine en gel de poly acryl amide, suivie d'un "Western 
blotting" demontrant la reconnaissance de structures molecu- 
laires d" environ 150 a 200 KD par un anticorps monoclonal, 
denomme IPL Srol et le serum d'animaux infectes par Schisto- 
soma mansoni. 

25 L'anticorps monoclonal IPL Smi est un anticorps 

monoclonal de rat, d'isotype IgG2a, obtenu par hybridation 
cellulaire entre des cellules spleniques de rats LOU immuni- 
ses centre Schistosoma mansoni et des cellules myelomateuses 
de rat IR983, en appliquant la technique decrite par GRZYCH 

30 et Al. IMMUNOL., 1982, 129 , p- 2739-27433. 

Les experiences de deglycosylat ion pratiquees d'une 
part sur I'antigene 38 KD specif ique de 1* anticorps IPL Smi 
et d' autre part sur 1 'hemocyanine de mollusques, dans le ca- 
dre de la caracterisation biochimique de 1* epitope commun a 

35 1 'hemocyanine et a I'antigene 38 KD, ont montre, comme on le 
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verra plus loin, la nature oligosaccharidique de 1 'epitope 
porte par I'antigene 38 KD du schistosomul et par I'hlmocya- 
nine de mollusque et reconnu par I'anticorps monoclonal pro- 
tecteur IPL Smi. ^ 
5 La presente invention a done ^galement pour objet 

un oligosaccharide caract^risl en ce qu'il est commun a I'an-- 
tigene 38 KD du schistosomule et a I'h^mocyanine de mollus- 
que, et en ce qu'il est reconnu par l^anticorps monoclonal 
protecteur IPL Sml comme etant 1' Epitope responsable du pou- 

10 voir antigenique de I'antigene 38 KD de schistosomule et de 
1 *hlmocyanine de mollusque* 

La presente invention a en outre pour objet un se- 
rum protecteur a I'egard des infections par Schistosoma man- 
soni, caracterise en ce qu'il est constitue par un sirum de 

15 mammifere immunise par de I'hemocyanine de mollusque ou par 
son epitope oligosaccharidique, en ce . que ce serum contient 
des anticorps capables d*induire en presence d 'losinophiles 
de mammiferes du meme genre que ceux dont provient le serum, 
des niveaux significatif s de cytotoxicity, de I'ordre de 46 a 

20 94% environ, comparables a ceux obtenus dans le cas des se- 
rums d' infection par S. mansoni ou par I'anticorps monoclonal 
protecteur IPL Smi, lequel sSrum est apte a exercer une acti- 
vite protectrice immunoprophylactique, a l*4gard des infec- 
tions par S. mansoni. 

25 Selon un mode de realisation avantageux du serum 

conforme a la presente invention, ce s^rum est un serum de 
mammifere immunise par I'hemocyanine de mollusques pris dans 
le groupe qui comprend notamment Megathura crenulata. 

La presente invention a egalement pour objet une 

30 composition immunogene qui est caracterisee en ce qu'elle 
contient une quantite suffisante de la glycoproteine definie 
ci-dessus ou de son epitope egalement defini plus haut, ^ven- 
tuellement associe(e) a un adjuvant convenable. 

La presente invention a de plus pour objet un reac- 

35 tif de diagnostic simple, standardisable et de faible prix de 
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revient, apte a etre utilise pour la seroepid^miologie des 
bilharzioses humaines, caractlrise en ce que son constituant 
essentiel est 1 ' immunogene ci-dessusr a savoir 1 'hemocyanine 
de iT»ollusgue# et rtotamment de mollusques pris dans le groupe 
5 comprenant Megathura crenulata, ou son epitope oligosacchari- 
dique* 

La presente invention a encore pour objet un vaccin 
contre les bilharzioses et notamment les bilharzioses humai- 
neSr caracterise en ce qu'il contient une quantite vaccinante 

10 active d'hemocyanine de mollusque/ et notamment de inollusques 
pris dans le groupe coroprenant Megathura crenulata, ou de 
1' epitope oligosaccharidique de cette hemocyanine. 

La presente invention a en outre pour objet un 
agent immunisant constitue par un complexe forme par le cou- 

15 plage d*anticorps ant i-idiotypes specif iques d'anticorps mo- 
noclonaux de maramiferes anti-Schistosoma mansoni, a 1' hemo- 
cyanine de mollusquesr et notamment a 1 *hemocyanine de Mega- 
thura crenulata. 

Le complexe ainsi forme entre l*hemocyanine de mol- 

20 lusque et les anticorps susdits a pour effet d'optimiser la 
reponse immune desdits anticorps vis-a-vis du schistosome, 

II etait connu anterieurement a la presente inven- 
tion d'utiliser 1 'hemocyanine du mollusque marin Megathura 
crenulata (KLH) comme proteine porteuse pour le couplage 

25 d 'anticorps. La mise en evidence, dans le cadre de la presen- 
te invention, des proprietes antigeniques de 1' hemocyanine 
vis-a-vis du schistosome de S. mansoni, augmente encore l*in- 
teret de 1 ' utilisation de 1 'hemocyanine comme proteine por- 
teuse d 'anticorps, pour la realisation d ' immunisations vis-a- 

30 vis de peptides synthetiques. 

La presente invention a en outre pour objet un 
anticorps monoclonal qui est caracterise en ce qu'il est apte 
a se lier specif iquement a des structures de nature glyca- 
nique de 1 ' hemocyanine de Megathura crenulata, de masse mole- 

35 culaire 150-200 KD. 
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Conform^ment a 1' invention, I'anticorps monoclonal 
susdit, denomme ITPfj Sml # est obtenu a partir d'un hybridome 
depose le 25 Avril# 1986 sous le N* 1-547 aupres de la Collec- 
tion Mationale de Culture de Microorganismes (CNCM) tenue par 
5 I'INSTITOr PASTEUR. 

La prisente invention a egalement pour objet un 
hybridome utile pour la preparation des anticorps monoclonaux 
susdits, qui est caract6ris5 en ce qu'il est obtenu par fu- 
sion de cellules de tate de rats immunises contre S* mansoni 
10 et de cellules myelomateuses de rat« 

Un hybridome entrant dans le cadre de la presente 
invention a ete depos^ le 25 Avril 1986 sous le N* 1-547 au- 
pres de la CNCM. 

La presente invention a, de plus, pour objet un 
15 antigene qui est caracterise en ce qu'il est reconnu par 
1' anticorps monoclonal produit par un hybridome tel que de- 
fini plus haut. 

La presente invention a egalement pour objet un 
coffret, trousse ou analogue de diagnostic pret a I'emploi 
20 qui est caracterise en ce qu'il contient, outre les tampons, 
supports et autres reactifs usuels permettant la realisation 
d'un diagnostic par les methodes usuelles telles qu* immuno- 
fluorescence, EIA, RIA et analogues : - une quantite suffi- 
sante de la glycoprot^ine immunogene definie plus haut ou de 
25 son epitope oligosaccharidique; - une quantite suffisante 
d'un anticorps monoclonal tel que defini plus haut; - et un 
serum de reference. 

La communaute antigenique etroite entre 1' antigene 
38 KD du schistosome de Schistosoma mansoni et 1 'hemocyanine 
30 de mollusques a ete mise en evidence par une serie d'expe- 
riences qui sont decrites dans ce qui va suivre. 
1 - Mise en evidence de la specificite croisee 

Dans une premiere serie d 'experiences, 1 'anticorps 
antiidiotype JM8-36 specif ique de 1' anticorps monoclonal 
35 protecteur de rat IPL Smi ^GRZYCH et Al., Nature, 1985, 
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316 : 74-763 a ete couple a une quantity 4gale d'h^mo- 
cyanine de Megathura crenulata (KLH), par 1 • intermedaire du 
glutaraldehyde. De^x series de rats LOU/M males (180-200 g) 
ont ensuite et^ immunis^es, I'une par le copolymere 
5 JM8-36/KLH (600 pg par rat), 1' autre par 300 pg de KLH (grou- 
pes d'animaux temoins d * immunisation) par voie sous-cutanee 
dorsale. Une seconde injection a ete realis^e dans les mSmes 
conditions quinze jours plus tard. Les animaux ont ete sai- 
gnes toutes les semaines apres la premiere injection. La qua- 
10 lite de 1 ' immunisation a Ite appreciee par la technique 
d ' immunofluorescence indirecte sur coupes de schistosomules 
de S. mansoni a partir des serums de rats immunises. 

Les resultats obtenus dans ces experiences ont de- 
montre que si les serums de rats immunises par I'anticorps 
15 JM8-36 couple a la KLH contiennent des anticorps specif iques 
du schistosomule, une reaction positive est aussi observee 
dans le cas des serums des rats ayant uniquement requ de 
1 • hemocyanine de M. crenulata. 

2 - Caracterisation des specificites antigeniques communes a 
la KLH et aux schistosomules 

La specificite ant i-parasitaire des serums de rats 
immunises par la KLH a ete envisagee grace aux techniques 
d' immunoprecipitation. Ces reactions realisees selon le pro- 
tocole decrit par DISSOUS et Al. [moI. Biochem. Parasitol., 
1981 r 3^ I P* 215-225] ont revele que les rats immunises par 
la KLH produisent des anticorps capables de se lier specifi- 
quement a un antigene de poids moleculaire 38 KD present a la 
surface du schistosomule : cf. la Figure IB qui represente 
1 ' immunoprecipitation des antigenes de surface des schisto- 
somules marques par I'^^Sj par les differents anticorps de 
rat [piSSOUS et Al. MOL. BIOCHEM. PARASITOL. (1981), 3, 
p. 215-2253- Cet antigene 38 KD est d' autre part reconnu par 
un anticorps monoclonal de rat protecteur IPL Smi d'isotype 
IgG2a [pISSOUS et AL. , J. Immunol., 1982, 129 : p. 2232-2234^ 
doue d'une haute activite cytotoxique vis-a-vis du schisto- 
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somule en presence d'eosinophiles, reproduisant ainsi le me- 
canisme d'ADCC deer it precedemment par JCAPRON et Al. Eur. 
J. Immunol. r 1978/ 8 ^ p. 127-133] comme I'un des micanismes 
essentiels de 1* immunity a la schletosomiase explrimentale du 
5 rat.Cet anticorps s'est d' autre part vivili doti d'une inten- 
se activite protectrice par transfert passif 4tablissant chez 
le rat un niveau de protection comparable a celui conf^r^ par 
1* anticorps polyclonal ou par une premiere infection {grzycH 
et Al. J. Immunol., 1982, J^i * P* 2739-27433. 

10 La communaut^ antigenique existant entre la GP 

38 KD et I'hemocyanine de M. crenulata a, d 'autre part, ete 
confirmee par 1* analyse de fraction purifiee de KLH en gel de 
polyacrylamide, suivie d'un "Western blotting" d^montrant la 
reconnaissance de structures mollculaires d" environ 150 a 

15 200 KD par 1 'anticorps monoclonal IPL Smi et le serum d'ani- 
maux infectes par mansoni : cf. la Figure 1A qui represen- 
te 1* analyse d'une fraction purifiee de KLH en gel de poly- 
acrylamide-SDS 10% en conditions reductrices (fi-mercaptoetha- 
nol), suivie d'un "Western blotting" en presence de 5 pi de 

20 serum de rat sain (srs), 5 yil de serum de rat infecte par S, 
mansoni depuis 100 jours (sri), 5 pi de serum de rat immunise 
contre KLH (sr anti-KLH) ou 10 pg d'anticorps IPL Smi, la re- 
velation etant obtenue par des IgG de lapin anti-IgG de rat 
marquees par l^^^^l (5.10^ cpm/piste). 

25 3 - Etude des activites biologiques des serums de rats 
immunises par la KLH 

La relation etroite existant entre 1' expression du 
micanisme de cytotoxicite dependant d 'eosinophiles et 1 'anti- 
gene 38 KD, a conduit a apprecier le potentiel cytotoxique 

30 des serums preleves apres immunisation par la KLH. 

Les experiences de cytotoxicite realisees dans les 
conditions definies par CAPRON et Al. ^Eur. J. Immunol., 
1978, 8^ : p. 127-1333 interessant 12 serums de rats immunises 
par la KLH, demontrent clairement 1 'existence d'anticorps ca- 

35 pables d'induire en presence d'eosinophiles de rats des ni- 
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veaux significatifs de cytotoxicity (46 ^ q^»» 

r " ^^^^ --k:: ;:~:„! 

ticorps monoclonal protecteur IPL Sml • cf i , I 

de B. n,ansoni dans SO pi de ^ili,' «Z schistoson,„le. 
=enc. des d.„..„. LlVlllT, ^^.T:/:/''-, 

10 de rat ,„unisl par U KM (a„ti-KLH), soit 100 „1 d. Z 

ae rat infect* prllevl 28 Jo^rs aprjs l-Hf 

soit 100 „1 de sSru» de rat sain Tr , '"^ ■'•28). 

ae rat portant Xa t^ Jt:":J::;J' '"".f 

sant i-anticorps „o„„,io„,, TZlllr up" 7,,'"^°'"'" 
.5 schistcso..les sont incurs 18 heuresTsy-c ■ 

ditferents Puis les cellules ► • """"" 

ae cellules plritc„.ales non ad. rente drri;!" 'T'^'^r 
/»=.«^ . "ctentes ae rats sont aiout-^Ac 

dans un rapport de 6000 cellules *.ff«^^ • ajoutees 

so.ule. ces cellules e^ectrices 

:orTa:rit:%::i„vj'/rerrr- 

scMstcso^les en P-Lce "de:\^:r;% ^ 
observation au microscope. eccrices, par 

" ae rats .^i::::'::':j:::^z^-rz^-r:'--- 

tivif^ i. • , outre part, reveles dotes d'ac- 

tivite protectrice lorsqu'ils sont i-r«nc.*^' ' 

I'animal . transferes passivement a 

A animal, etablissant ainm' rtat- ' , 

= ceu« pr..de«„:^c?L^r t^arcr-i.^::- 
■° :-^=:nt":r;;./:ir.::sTe '^-r - - 

S «ns.i r..la„t ainsi les Pctentia^^^ d^uuH:::::/:: 
J.a KLH dans la mise en oeuvre d'nn^ ^™ 

factions oar s ^n^niunoprophylaxie des in- 

actions par S. .ansonx. La Figure 3 annexee reprlsente I'ac- 

5 anticorps produits au cours de 1 • Ll 

5 nisation par la KLH, .is-.-.^s de Lin.ection par Sc.ist Z a 
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maneoni • 

Le pouvoi^ protecteur des anticorps produits au 
cours de 1' immunisation par la KLH vis-a-vis de 1' infection 
par Schistosoma mansoni est lvalue 21 jours apres 1* infect ion 
5 par la technique de perfusion du foie [SMITHERS et Al. r Para- 
sitology, 1965, 55r p. 6953 • 

1) soit Chez des rats LOO/M mSles ayant reyu par voie intra- 
veineuse, 4 heures apres 1* infection par 800 cercaires de 
S* mansoni r 1,5 ml de serum de rat immunise par la KLH (sr 

10 anti-KLH), soit 1,5 ml de serum de rat sain, solt 1,5 ml 
de liquide d'ascite de I'hybridome producteur de 1 'anti- 
corps monoclonal protecteur IPL Srol (IPL Smi ) . 

2) soit chez des rats LOU/M mSles immunises par la KLH et 
presentant au niveau s^rique une reaction de cytotoxicite 

15 dependante d*eosinophiles positive, puis infectes par 
800 cercaires de S» mansoni. 

3) Le pourcentage de protection est evalue par la formule 
suivante {A-B)/A x 1 00 ou A = le nombre de vers obtenus 
chez les animaux traites par 1,5 ml d'une solution de NaCl 

20 a 0,9% et B le nombre de vers obtenus chez les rats traites 
par les differentes preparations sirigues ou immunises par 
la KLH. 
4 - Approche epitopique 

Disposant d'une sonde monoclonale specifique de la 

25 molecule 38 KD (anticorps IPL Smi), une approche fine du site 
de fixation des anticorps produits au cours de 1 ' immunisation 
de rats par la KLH a ete entreprise. Cette etude a ete effec- 
tuee par la mise au point d'une technique fondee sur 1' inhi- 
bition de la fixation de 1 'anticorps IPL Smi marque a I'iode 

30 125 sur son antigene cible 38 KD par les serums d' animaux im- 
munises par la KLH. Les resultats presentes dans la Figure 4 
demontrent clairement que les anticorps produits au cours 
d'une telle immunisation induisent des taux d ' inhibitions 
identiques a ceux observes pour les serums d' infection, I'an- 

35 ticorps IPL Smi "froid" ou la KLH purifiee. 
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La technique radioimmunologique d 'inhibition de la 

i 

fixation de I'anticorps IPL Smi sur I'antigene 38 KD en phase 
solide, dont les* resultats sont representes a la Figure 4, 
est basee sur 1' inhibition de la fixation de I'anticorps 
5 IPL Sml marque a I'iode 125 a son antigene cible par diffe- 
rents anticorps ou preparations antigeniques, 
a) Preparation de la phase solide 

Chaque alveole de plaque de polyvinyle est traitee 
par 100 pi d'une solution a 10 ng/ml d' anticorps monoclonal 

10 C3-109 (anticorps anti-S, mansoni d'isotype IgM qui ne croi- 
se pas avec 1 'epitope de I'anticorps IPL Sml). Cette methodo- 
logie permet la fixation ultlrieure de I'antigene 38 KD, 
Apres 2 heures de contact a 20*Cr les plaques sont lavees 
3 fois par 200 pi de tampon phosphate 10 mM contenant 0,1% de 

15 serum albumine bovine (BSA), et saturees 30 minutes a 20*'C 
par 200 pi d'une solution a 2% de BSA en tampon phosphate. 
Les plaques sont ensuite lavees 3 fois en tampon phosphate 
10 mM 0,1% BSA et trait^es par 100 pi d'un extrait membranai- 
re de schistosomule obtenu selon la technique decrite par 

20 DISSOUS et Al. dans Mol. Biochem. Parasitol. (1981), 3, pa- 
ges 215-225 (100 pi de solution antigenique a 100 pg/ml pour 
chaque alveole). Apres 2 heures d' incubation a 37*C et 3 la- 
vages par 200 pi de tampon phosphate 10 mM 0,1% BSA, les pla- 
ques sont pretes pour la reaction d' inhibition. 

25 b) Reaction d' inhibition 

Cinquante microlitres d' anticorps IPL Sml marque a 
I'iode 125 (100.000 cpm dans 50 pi), et 50 pi des differents 
serums ou fractions antigeniques a tester dilues au 1/50eme 
en tampon phosphate 10 mM a 0,1% de BSA sont incubes 1 heure 

30 a 37*C, puis 1 nuit a 4**C. Les plaques sont alors lavees 
3 fois en tampon phosphate 10 mM 0,1% de BSA, et les alveoles 
comptees separement au compteur gamma- 
c) Expression des resultats 

Le pourcentage d* inhibition de fixation de I'anti- 

35 corps IPL Sml est evalue par rapport a un teraoin negatif dans 
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lequel les 50 pi d'IPL Sml marqu^ sont incubis en presence de 
50 pi de tampon phosphate 10 mM 0,1% de BSA. 

Ces observations ont ^t^ d'autre part confortees 
par la demonstration de 1* inhibition de la fixation de I'an- 
5 ticorps IPL Sml marque sur la KLH par differentes doses de 
I'anticorps IPL Sml froid ou par le eirim des rats infectis 
par S* mansoni representee h la Figure 5. 

La technique radio immunologiqoe d* inhibition de la 
fixation de I'anticorps IPL Sml sur I'himocyanine de M* cre- 
10 nulata en phase solide, utilisee dans ce dernier cas, est 
directement inspiree de la methode d'evaluation de 1' inhi- 
bition de la fixation de I'anticorps IPL Sml a son antigene 
cible 38 KD. Dans ce cas particulier, la phase solide est 
constitute par des plaques de polyvinyle prealablement trai- 
ls tees par de la KLH. 
a) Phase solide 

Chaque alveole de plaque de polyvinyle est traitee 
par 100 pi d'une solution de KLH a 10 pg/ml en tampon phos- 
phate 10 mM a 0,1% de BSA pendant 2 heures a 20*C, Les pla- 
20 ques sont ensuite lavees 3 fois en tampon phosphate 10 mM a 
0,1% de BSA et saturtes par une solution a 2% de BSA dans le 
tampon phosphate 10 mM, 30 minutes a 20'C (200 pi par alveo- 
le). L'exces de BSA est elimine grace a 3 lavages (200 pi par 
alveole) en tampon phosphate 10 mM 0^^% de BSA. 
25 b) Reaction d« inhibition 

Elle est realisee dans les memes conditions que 
celles definies dans le cas du test d'inhibition de la fixa- 
tion de I'anticorps IPL Sml a son antigene 38 KD. 
5 - Caracterisation biochimique de 1' epitope commun a la KLH 
30 et a 1 'antigene 38 KD 

Les premieres etudes effectuees dans le cadre de la 
caracterisation biochimique de 1' epitope specif ique de I'an- 
ticorps IPL Sml ont dimontre grace aux techniques d'oxydation 
periodique, la nature glycanique de cet epitope. Des etudes 
35 similaires pratiquees sur la KLH revelent que le produit de 
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deglycosylat ion obtenu est incapable d'induire I'inhibition 
de la fixation de I'anticorps IPL Sml a son antigene cible 
contrairement a la proteine native, ainsi que cela ressort de 
la Figure 6 annekee qui represente par un graphique un test 
5 d'inhibition de la fixation de I'anticorps IPL Sml a I'anti- 
gene 38 KD par la KLH dont le principe de la technique a et^ 
precedemment defini en liaison avec la Figure 4 : 50 vil 
d'anticorps IPL Sml n\arqu4 a I'iode 125 (100.000 cpm dans 
50 pi) sont incubes respect ivement en presence de 50 yl de 

10 KLH native, 50 pi de KLH deglycosylee ou 50 pi de I'anticorps 
IPL Sml froid (50 pg) . 

Les experiences de deglycosylat ion pratiquees sur 
la molecule d 'hlinocyanine de Megathura crenulata par le pe- 
riodate ou I'acide trif luoromethanesulfonique TMSF (agents de 

15 deglycosylation) ont permis d'etablir la nature oligo- 
saccharidique de 1 'epitope reconnu par I'anticorps monoclonal 
protecteur IPL Sml, sur la molecule de KLH. 

Les experiences d' inhibition de la fixation de 
I'anticorps IPL Sml a son antigene cible 38 KD montrent clai- 

20 rement (cf. Figure 6) que la molecule de KLH deglycosylee ne 
presente aucune activite inhibitrice de la fixation de 
I'anticorps IPL Sml a son antigene 38 KD, contrairement a la 
molecule native, L'existence de cette structure sucree et de 
son role dans 1' induction d'une reponse immune anti-S. man- 

25 soni a d' autre part ete demontree in vivo lors d 'experien- 
ces d' immunisation de rats LOU par differentes preparations 
de KLH native ou deglycosylee. L*etude par immunofluorescence 
indirecte sur coupe de schistosomule des serums de ces ani- 
maux demontre clairement que seule la KLH native est capable 

30 d'induire la production d'anticorps specifiques de S* man- 
son i* 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1' invention 
ne se limite nullement a ceux de ces modes de realisation et 
d' application qui viennent d'etre decrits de fafon plus ex- 
35 plicite; elle en embrasse au contraire toutes les variantes 
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qui peuv nt venir k I'esprit du techniclen en la n.atiere, 
sans s '^carter du cadre, ni de la port^e, de la prisente 
invention. 
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^ REVENDICATIONS 
1*) Glycoprot^ine extraite de mollusques, savoir 
1 'h^mocyanine, qfli est caracterisee en ce qu'elle presente 
les memes proprietis antigeniques que l*antigene 38 KD isole 
5 de la surface du schistosomule de S. mansoni. 

2*) Oligosaccharide caract^ris^ en ce qu'il est 
commun a I'antigene 38 KD du schistosomule et a I'heitocyanine 
de mollusque, et en ce qu'il est reconna par un anticorps 
monoclonal protecteur comme etant 1 'epitope responsable du 
10 pouvoir antigenique de I'antigene 38 KD de schistosomule et 
de 1 'hemocyanine de mollusque. 

3*) Serum protecteur a I'egard des infections par 
Schistosoma mansoni, caracterise en ce qu'il est constitue 
par un serum de mammifere immunise par de 1 'hemocyanine de 
15 mollusque selon la revendication 1 ou par son epitope oligo- 
saccharidique selon la revendication 2, en ce que ce serum 
contient des anticorps capables d'induire en presence 
d'eosinophiles de mammiferes du meme genre que ceux dont pro- 
vient le serum, des niveaux signif icatif s de cytotoxicite, de 
20 I'ordre de 46 a 94% environ, comparables a ceux obtenus dans 
le cas des serums d'infection par S. mansoni ou par 1 'anti- 
corps monoclonal protecteur precite, lequel serum est apte a 
exercer une activite protectrice immunoprophylactique, a 
I'egard des infections par S, mansoni, 
25 4") Serum selon la revendication 3, caracterise en 

ce que ce serum est un serum de mammifere immunise par 
1 'hemocyanine de mollusques pris dans le groupe qui comprend 
notamment Megathura crenulata. 

5*) Composition immunogene, caracterisee .en ce 
30 qu'elle contient en tant que constituant- actif une quantite 
suffisante de la glycoproteine selon la revendication 1, ou 
de son epitope oligosaccharidique selon la revendication 2, 
eventuellement associe{e) a un adjuvant convenable. 

6') Reactif de diagnostic apte a etre utilise pour 
35 la seroepidemiologie des bilharzioses humaxnes, caracterise 
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en ce que son const ituant essentiel est 1 'h^mocyanine de luol- 
lusquer et notammeni de mollusques pris dans le groupe com- 
prenant Megathura ci^enulata, selon la revendication 1 ou son 
epitope selon la revendication 2« 
5 7* ) Vaccin contre les bilharzioses et notamment les 

bilharzioses huroaines, caract^risl en ce qu'il contient une 
quantity vaccinante active d^h^mocyanine de inollusgue, et no-* 
tamment de mollusque pris dans le groupe comprenant Megathura 
crenulata, selon la revendication 1, ou de 1 'epitope oligo* 

10 saccharidique de cette hlmocyanine selon la revendication 2. 

8*) Agent immunisant/ caracterise en ce qu*il est 
constitue par un complexe forme par le couplage d'anticorps 
anti-idiotypes specifiques d'anticorps monoclonaux de mammi- 
feres anti-Schistosoma mansonii a I'hiinocyanine de mollus- 

15 ques, et notamment a I'h^mocyanine de Megathura crenulata # 
selon la revendication 1 ou a son Epitope oligosaccharidique 
selon la revendication 2. 

9') Anticorps monoclonal, caracterise en ce qu'il 
est apte a se lier specif iquement a des structures de nature 

20 glycanique de I'hemocyanine de Megathura crenulata, de masse 
moleculaire 150-200 KD. 

10*) Anticorps monoclonal selon la revendication 9, 
caracterise en ce qu'il est obtenu a partir d'un hybridome 
depose le 25 Avril 1986 sous le N' 1-547 aupres de la CNCM et 

25 en ce qu'il est designe par la denomination "IPL Smi". 

11") Hybridome utile pour la preparation d'anti- 
corps monoclonaux selon I'une quelconque des revendications 9 
et 10, caracterise en ce qu'il est obtenu par fusion de cel- 
lules de rate de rats immunises contre S. Mansoni et de eel- 

30 lules myeiomateuses de rat. 

12') Hybridome selon la revendication 11, caracte- 
rise en ce qu'il a ete depose le 25 Avril 1986 sous le 
N** 1-547 aupres de la CNCM, 

13*) Antigene, caracterise en ce qu'il est reconnu 

35 par 1' anticorps monoclonal produit par un hybridome selon 
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I'une quelconque des revendications 11 et 12. 

14-) Coffret, trousse ou analogue de diagnostic, 
caractlrise en ce qu'il contlent, outre les tampons, supports 
et autres reactAfs usuels permettant la riallsation d'un 
diagnostic par les mithodes usuelles telles qu'immunofluores- 
cence, EIA, RIA et analogues : - une quantity suffisante de 
la glycoprot^ine immunogene selon la revendication 1 ou de 
son Epitope oligosaccharidlque selon la revendication 2- 
- une quantity suffisante d'un anticorps monoclonal selon 
1 une quelconque des revendications 9 et 10, - et un sirum de 
reference. 
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